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原核 表达 、 纯 化 及 与 保 幼 激素 的 结合 模式 


A gs E d 邹 明 人 董 诗 杰 12.3,4 
Era E 


(1. 福建 农林 大 学 , 间 台 作物 有 害 生物 生态 防 控 国 家 重点 实验 室 , 福州 330002; 2. 福建 农林 大 学 应 用 生态 研究 所 , 福州 350002; 
3. 福建 农林 大 学 , 教育 部 害虫 生态 防 控 国 际 合作 联合 实验 室 , 福州 330002; 
4. 福建 农林 大 学 , 福建 省 昆虫 生态 重点 实验 室 , 福州 350002) 


? 





sa 






































HE.: [ E 49] Eb xk k Bip PE ( methoprene-tolerant, Met) 蛋白 属于 bHLHZPAS 转录 因子 家 族 成 员 ， 
其 与 该 家 族 其 他 成 员 形成 的 复合 物 可 介 导 保 幼 激素 (J 了 ) 的 信号 传导 。 本 研究 旨 在 克隆 并 表达 人 小 
RIR Plutella xylostella JH. 受 体 Met 蛋白 基因 PxMet-1 和 PxMet-2 ,纯化 其 蛋白, 分 析 PxMet-1 与 
PxMet-2 与 JH 的 结合 模式 ,为 进一步 探 明 PxMet 蛋白 的 功能 提供 依据 。【 方 法】 基于 NCBI 数据 库 ， 
克隆 验证 了 小 菜 蛾 PxMet-1 和 PxMet-2. 基因 的 cDNA 序列 ;把 这 两 个 基因 分 别 与 pCGEX-KG 载体 连 
接 构 建 表 达 载 体 pGEX-KG-PxMet-1 和 pGEX-KG-PxMet-2 , $A K M +F% Escherichia coli Rosetta 
(DE3 ) 使 其 表达 ;分 别 使 用 HisTrap HP 与 GSTTrap"" HP 的 5 mL 柱 对 PxMet-1 和 PxMet-2 融合 蛋 
白 进行 纯化 ;利用 分 子 对 接 预测 软件 分 析 PxMet-1 和 PxMet-2 蛋白 与 的 结合 模式 。 【结果 】 克 隆 
获得 的 小 菜 蛾 PxMet-1( GenBank 登录 号 : MK697672) 和 PxMet-2( GenBank 登录 号 : MT996234 ) Æ 
列 与 已 报道 的 序列 基本 一 致 , 仅 PxMet-2 基因 序列 存在 1 个 非 同 义 突 变 , 突 变 位 点 为 第 41 位 氨基 
酸 , 由 甘氨酸 (Gly) 突变 为 丙 氨 酸 (Ala) , PxMet-1 与 PxMet-2 蛋白 三 维 结构 相似 , 均 包 含 典型 的 螺 
旋 - 环 -螺旋 结构 。 体 外 原核 表达 获得 具有 His 和 GST 双 标 签 的 可 溶性 PxMet 融合 蛋白 ,PxMet-1 融 
合 蛋 白 的 最 优 表达 条 件 为 0.3 mmol/L 的 IPTG 在 16%C 下 诱导 16 h, PxMet-2 融合 蛋白 的 为 
0. 1 mmol/L 的 IPTG Æ 16C F3$ - 16 h, PxMet-1 和 PxMet-2 分 别 经 150 mmol/L 咪 唑 和 20 mmol/L 
还 原型 谷 胱 甘 肤 洗 脱 获 得 高 纯度 的 融合 蛋白 。SDS-PAGE 和 Western blot 验证 PxMet-1 和 PxMet-2 
融合 蛋白 ,分 别 在 89.2 和 106 kD 位 置 获得 条 带 ,与 推测 大 小 一 致 。 分 子 对 接 分 析 结 果 显 示 ， 
PxMet-1 和 PxMet-2 与 JH 存在 相互 作用 位 点 ,都 是 在 PAS-B 保守 结构 域 ,和 赤 拟 谷 盗 Tribolium 
castaneum Met 的 JH 结合 位 点 相同 。【 结论 ] 利 用 pGEX-KG 原核 表达 系 统 能 有 效 地 在 体外 表达 可 
溶性 的 PxMet-1 和 PxMet-2 蛋白 ,PxMet-1 和 PxMet-2 有 蛋白 很 可 能 是 小 菜 蛾 日 的 分 子 受 体 。 本 研究 
为 进一步 解析 PxMet 蛋白 的 功能 ,深入 阅 明 JH 调控 小 菜 蛾 发 育 与 生殖 的 分 子 机 理 黄 定 了 基础 。 
关键 词 : DRR; 保 幼 激素 ; 烯 叶 酯 耐性 蛋白 ; 原核 表达 ; 分 子 对 接 ; 生殖 发 育 
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PENG Lu'^?^*, QIN Yu-Dong'^?^*, ZOU Ming-Min' ^^^, DONG Shi-Jie ^^^, LIU Li-Li ^^^, YOU 
Min-Sheng^?^* (1. State Key Laboratory of Ecological Pest Control for Fujian and Taiwan Crops, 
Fujian Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, China; 2. Institute of Applied Ecology, 
Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, China; 3. Joint International Research Laboratory 
of Ecological Pest Control, Ministry of Education, Agriculture and Forestry University, Fuzhou 350002, 
China; 4. Fujian Provincial Key Laboratory of Insect Ecology, Fujian Agriculture and Forestry 
University, Fuzhou 350002, China) 

Abstract: [ Aim] Methoprene-tolerant ( Met) proteins belong to the bHLH/PAS family of transcription 
factors and their complexes with the other members of this family are responsible for transducing the 
juvenile hormone (JH) signal. This study aims to clone and express the JH receptor Met genes of Plutella 
xylostella ( PxMet-1 and PxMet-2) , to purify their proteins and to analyze the JH-binding modes of the 
PxMet-1 and PxMet-2, so as to provide the basis for further clarifying the function of PxMet proteins. 
[Methods] Based on the NCBI database, the cDNA sequences of PxMet-1 and PxMet-2 of P. xylostella 
were cloned and verified. PxMet-1 and PxMet-2 sequences were ligated with the prokaryotic expression 
vector pGEX-KG to construct. recombinant plasmids pGEX-KG-PxMet-1 and pGEX-KG-PxMet-2,, 
respectively, which were then introduced into Escherichia coli Rosetta ( DE3) for expression. The fusion 
proteins of PxMet-1 and PxMet-2 were purified with 5 mL HisTrap™ HP and GSTTrap™ HP columns, 
respectively. The JH-binding modes of PxMet-1 and PxMet-2 were analyzed using molecular docking 
software. [Results] The cloned PxMet-1 ( GenBank accession no. : MK697672) and PxMet-2 ( GenBank 
accession no. : MT996234) sequences were similar to the previously reported sequences, except for one 
nonsynonymous mutation located in the 41st amino acid of the PxMet-2 gene, changing from glycine 
(Gly) to alanine ( Ala). The three-dimensional structures of PxMet-1 and PxMet-2 are similar, including 
a typical helix-loop-helix. Soluble PxMet fusion proteins with His and GST double tags were obtained 
using in vitro prokaryotic expression. The optimal expression conditions of PxMet-1 were 0. 3 mmol/L 
IPTG induction under 16?C for 16 h, while those of PxMet-2 were 0. 1 mmol/L IPTG induction under 
16°C for 16 h. The highly purified fusion proteins of PxMet-1 and PxMet-2 were obtained after elution 
with 150 mmol/L imidazole and 20 mmol/L reduced glutathione, respectively. Both SDS-PAGE and 
Western blot analysis indicated that the specific protein bands of around 89.2 and 106 kD were consistent 
with the predicted size of PxMet-1 and PxMet-2, respectively. The molecular docking analysis results 
showed that there is an interaction site with JH in the PAS-B conserved domain of PxMet-1 and PxMet-2, 
which is consistent with that of Tribolium castaneum Met. [ Conclusion] Soluble proteins PxMet-1 and 
PxMet-2 can be effectively expressed in vitro using the pGEX-KG prokaryotic expression system, and 
PxMet-1 and PxMet-2 proteins are likely to be molecular receptors of JH in P. xylostella. "This study 
provides a solid foundation for further analysis of the PxMet functions and better understanding of the 
molecular mechanisms that may underlie the JH-mediated development and reproduction of P. xylostella. 
Key words: Plutella xylostella; juvenile hormone; methoprene-tolerant protein; prokaryotic expression; 


molecular docking; reproductive development 





小 菜 蛾 Plutella xylostella E W H 而 每 年 在 我 国 造成 的 损失 和 防治 费 则 高 达 7 亿美 元 
( Lepidoptera ) X IRE} ( Plutellidae) ,是 世界 性 的 迁 飞 (Liet al., 2016)。 在 生产 上 人 们 采用 了 包括 化 学 防 
害虫 ,主要 危害 十 字 花 科 植 物 ,如 蓝 卜 、 董 业 、 油 菜 、 治 和 生物 防治 在 内 的 各 种 防 控 方法 ,但 效果 仍 不 明 
椰 菜 等 (Ahuja et al., 2010)。 人 研究 证 实 , 小 菜 蛾 每 显 。 因 此 ,寻求 快速 有 效 的 控制 小 沫 蛾 危害 的 新 方 
年 在 全 球 范围 内 造成 的 损失 和 防治 费 约 为 40 ~50 ”法 吸 不 可 待 。 
亿美 元 (Zalucki et al., 2012; Furlong et al., 2013) ， 保 幼 激素 (juvenile hormone, J) 作为 一 种 亲 脂 
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性 的 倍 半 昔 类 激素 (Raller and Dahm, 1967) ,控制 
着 昆虫 各 个 生长 发 育 阶段 ,对 昆虫 发 育 变态 的 转换 
起 着 重要 作用 ,能 直接 作用 于 昆虫 生殖 发 育 过 程 
( Wyatt and Davey, 1996; Fei et al., 2005) ,也 参与 
了 昆虫 其 他 生理 活动 ,如 迁 飞 、 营 养 利 用 、 表 型 变化 
以 及 级 型 分 化 等 (Sun et al., 2013; Xu et al., 2013; 
Mirth et al., 2014), BSR JH 是 调控 昆虫 生理 过 程 
最 为 重要 的 激素 之 一 ,但 对 其 分 子 调控 机 制 的 研究 
仍然 相对 匮乏 ,主要 受制 于 JH 核 受 体 的 鉴定 ( 周 树 
尝 等 , 2012) 。 近 年 来 , 越 来 越 多 的 证 据 显 示 , 烦 里 
酯 耐性 (methoprene-tolerant，Met) E HÆ JH 的 核 受 
体 (Charles et al., 2011; Jindra et al., 2013) 。 

Met 属于 basic-helix-loop-helix ( bHLH ) /Per- 
Amt-Sim ( PAS) 转录 因子 家 族 成 员 ( Ashok et al., 
1998) ,包括 一 段 碱 性 DNA 结合 域 的 氨基 酸 序列 
(basic region) 一 个 螺旋 - 环 - 螺 旋 结 构 ( helix-loop- 
helix) 、 两 个 空间 可 变 的 PAS 结合 域 (PAS-A，PAS- 
B) 和 一 个 C 末端 (PAC)。 已 有 人 研究 表明 ,Met 在 昆 
虫 各 个 生理 过 程 中 具有 重要 作用 ,如 控制 昆虫 变态 
发 育 (Konopova and Jindra, 2007) 与 翅 型 分 化 
( Lozano and Belles, 2014) , Ji JE E E Bp ER / gg IN 
子 形成 .胚胎 发 育 , 产 卵 量 以 及 交配 行为 等 (Bilen et 
al., 2013; Guo et al., 2014; Marchal et al., 2014; 
Smykal et al., 2014; WER% , 2019) , Met 通常 以 非 
HEMER E EDEN TL — Hte YET EUER 
中 ,在 果 量 中 发 现 了 第 一 个 Met 5E Met, LL Met 与 
其 同 源 蛋 白 Gee 形成 的 同 质 二 聚 体 (Godlewski et 
al., 2006) 。 然 而 当 JH 存在 时 , Met 形成 的 同 质 二 
聚 体 需要 解 离 ,与 该 家 族 其 他 成 员 聚 合成 异 质 二 聚 
体 , 才 能 形成 一 个 具有 活性 的 转录 因子 ,从 而 传递 
JH 调控 信号 (Charles et al., 2011; Jindra et al., 
2013) 。 不 同 种 类 昆虫 以 及 同 种 昆虫 中 Met 结合 的 
bHLH-PAS 家 族 成 员 类 型 可 能 并 不 相同 ,例如 在 家 
Jk Bombyx mor、 凰 虫 与 赤 拟 从 次 Tribolium 
castaneum 中 ,在 JH 信号 作用 下 ,Met 可 与 同 家 族 的 
steroid receptor co-activator( SRC ) 形 成 异 质 二 聚 体 调 
控 且 通路 下 游 基 因 的 表达 ,从 而 调节 其 变态 发 育 
或 生殖 过 程 (Zhang et al., 2011; Kayukawa et al., 
2012; Guo et al., 2014), £X iij, IR J& t IX Aedes 
aegypti Met Ej FISC ( Ftz-Fl-interacting steroid receptor 
coactivator) 形 成 二 聚 体 复合 物 调 控 下 游 基 因 表 达 
(Li et al., 2011, 2014) 。Shin 等 (2012 ) 还 发 现 ,在 
JH 信号 作用 下 ,埃及 伊 蚊 Met 蛋白 与 bHLH-PAS 家 
族 的 Cycle 蛋白 形成 异 质 二 聚 体 , 与 fr-hl 基因 启动 










































































子 上 游 的 调控 元 件 E-box-like 基 序 结合 ,实现 对 kr- 
hl 的 表达 调控 ,从 而 调节 其 生活 节律 。 

迄今 ,对 于 Met 蛋白 的 研究 主要 集中 在 模式 屁 
虫 中 ,在 小 菜 蛾 中 仍 为 空白 。 本 人 研究 对 小 菜 蛾 Met 
EH PxMet-1 与 PxMet-2 进行 了 原核 表达 与 纯化 ,并 
利用 分 子 对 接 技术 解析 了 PxMet-1 与 PxMet-2 与 JH 
的 结合 模式 ,这 将 对 筛选 .鉴定 及 分 析 小 菜 蛾 Met H. 
作 和 蛋白 及 其 功能 ,深入 阐明 JH 调控 小 菜 蛾 生殖 发 
育 的 分 子 机 理 具 有 重要 意义 。 














1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 及 饲养 

供 试 昆虫 为 敏感 品系 小 菜 蛾 ,其 原始 种 群 于 
2004 年 采 自 福建 省 福州 市 晋 安 区 新 店 镇 菜 地 
(26. 08*N, 119. 28* E) ,经 过 室内 的 长 期 连续 继 代 
培养 ,期 间 不 使 用 任何 农药 ,饲养 环境 为 温度 25 + 
1C .相对 湿度 (RH)70% ~ 8096 、 光 周期 16L: 8D, 
羽化 后 的 小 羔 蛾 成 虫 采用 蜂蜜 水 喂养 ,并 放 在 塑料 
瓶 中 进行 交配 产 卯 。 孵 化 的 小 菜 蛾 幼虫 在 生长 一 周 
8939 下 Raphanus satious( 福 州立 信 种 苗 ) 苗 上 取 食 ， 
萝卜 苗 种 在 人 工 气 候 室 ,室内 温度 为 25 € VC ,相对 
湿度 约 为 75% ,期 间 不 使 用 任何 农药 。 

1.2 小菜 蛾 Met 基因 的 克隆 验证 

从 NCBI 数据 库 (http: // www. ncbi. nlm. nih. 
gov/) F HB E £e X E M E BU I EMIL PxMet-l 
( GenBank 登录 号 : MK697672) fll PxMet-2( GenBank 
登录 号 : MK697673) 开放 阅读 框 ( ORF) 全 长 序列 
( 彭 露 等 , 2019) ,使 用 Primer Premier 5.0 软件 设计 
引物 ( 表 1), 由 尚 亚 生物 技术 (福州 ) 有 限 公 司 
合成 。 

选取 5 ~8 头 初 羽化 小 沫 蛾 内 成虫 , 置 于 灭 菌 后 
的 2 mL 离心 管 中 , 经 过 液 所 处 理 后 采用 Promega 的 
RNA 提取 试剂 盒 提 取 总 RNA。 取 1 pL 产物 用 分 光 
光度 计 测定 RNA 的 浓度 和 质量 ,并 通过 2% 琼脂 糖 
凝 胶 电 泳 检测 RNA 样品 的 完整 性 ,把 合格 的 RNA 
样品 置 于 - 80Y 超低温 冰箱 冻 存 备用 。 提 取 的 总 
RNA 采用 Vazyme 公司 的 HiSeript Il Q RT SuperMix 
for qPCR( + gDNA wiper) 试 剂 盒 进 行 逆转 录 反 应 合 
成 cDNA 第 1 链 ,于 -20Y 保 存 备 用 。 

以 合成 的 cDNA. 为 模板 ,使 用 Vazyme 公司 的 
Super-Fidelity DNA Polymerase 高 保 真 酶 ,分 别 以 
Met-1 F1/Met-1 R1 和 Met-2 FI/Met22 R1 为 引物 扩 
增 PxMet-1 基因 序列 和 PxMet-2 序列 片段 1; 随后 用 
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表 1 本 研究 所 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 














引物 引物 序列 (5' -37) 引物 用 途 
Name Primer sequence Purpose 
Met-1 F1 ATGACGTCGTCGAACGCT 
Met-1 R1 CTATTTGGCAAGTCTCTTTTG R R 
PxMet-1 和 PxMet-2 编码 序列 全 长 扩 增 
Met-2 F1 CGTTCGCTTTCGGGCATCCGC 
Amplification of the coding sequences of 
Met-2 F2 ATGGCGGGGCCGGGCCGTTCGCTTTCGGGCATCCGC 
PxMet-l and PxMet-2 
Met-2 F3 ATGGCGGGGCCGGGCCGTTC 
Met-2 R1 TCAGAAAGTGGCTGCTCCGCCG 
Met-1-EcoRI F CCGAGAATTCATATGACCTCCGTCGAACGGT 
Met-1-Sacl R TCCCGAGCTCATCATGATGATCATGATGTTTGGCAAGTCTGTTTTGTCG 表达 载体 构建 
Met-2-Xhol F ACCGCTCGAGATGGCGGGGCCGGGCCGTTC Construction of the expression vectors 
Met-2-Hind II R ACCCAAGCTTGATGATGATGATGATGATGACAGAAAGTGGCTGCTCCGCCG 





T7 F TAATACGACTCACTATAGGG 
T7 R CCTCAAGACCCGTTTAGAG 


PxMet-2 序列 片段 1 连接 pJETI. 2 载体 的 质粒 为 模 
板 , 以 Met-2 F2/Met2 R1 为 引物 扩 增 获得 PxMet-2 
序列 片段 2, 最 后 用 PxMet-2 序列 片段 2 连接 
pJETI. 2 载体 的 质粒 为 模板 ,以 Met-2 F3/Met-2R1 
为 引物 扩 增 获得 全 长 PxMet-2 基因 序列 ( 表 1)。 反 
应 体系 : 2 x Phanta Max Buffer 12.5 uL, cDNA 模板 
1 uL, dNTP Mix(10 mmol/L)0. 5 pL， 上 下 游 引 物 
(10 pumol/L) 4 1 uL, Super-Fidelity DNA Polymerase 
(1 U/uL)0. 5 uL, 最 后 用 ddH,O 补足 25 uL, PCR 
反应 程序 : 98C 预 变性 5 min; 98*C 变性 30 s, 55C 
( PxMet-1 ) /65*C (PxMei-2) 分 别 退 火 30 s, 72% 分 别 
延伸 1.5 min( PxMet-1)/2. min ( PxMet-2) , 34: 34 个 循 
IK; 72% 延伸 10 min。 反 应 结束 后 , 取 5 pL PCR 产 
物 进行 1% PER GER HL UK (120 V, 20 min) ,利用 
iR (OMEGA, 美国 ) 纯 化 回收 目的 片段 ,把 胶 回 
收 的 产物 利用 pJET1. 2 克隆 载体 (50 ng/ iL) 试剂 
盒 进行 连接 , 并 转化 至 50 pL 大 肠 杆菌 Escherichia 
coli DH5 o. 感受 态 细胞 (天 根 ) ,随后 接种 至 带 有 氮 
WHER LB 固体 培养 基 中 培养 ,37% 过 夜 培养 ， 
随机 挑 取 多 个 单 克 隆 进 行 PCR 验证 ,鉴定 阳性 结果 
后 送 铂 尚 生 物 技术 (福州 ) 有 限 公司 测序 。 

1.3 序列 分 析 与 系统 进化 树 构 建 

通过 SnapCene 对 测序 获得 的 序列 与 NCBI 上 
小 菜 蛾 Met 进行 比 对 ; 利用 Expasy ( https: // web. 
expasy. org/cgi-bin/translate/dna2aa. cgi ) 预测 开放 
阅读 框 ; 应 用 SMART( http : // smart. embl-heidelberg. 
de/) 鉴定 PxMet-1 和 PxMet-2 蛋白 的 保守 结构 域 ; 通 
过 同 源 建 模 的 SWISS-MODEL ( https: // swissmodel. 
expasy. org/) 和 穿线 法 的 ITASSER ( https: // 


















































VR PCR 
Bacterial liquid PCR 





zhanglab. ccmb. med. umich. edu/I-TASSER/ ) 构 建 蛋 
白 三 维 模型 。 
1.4 PxMet-1 和 PxMet-2 蛋白 的 原核 表达 

利用 克隆 获得 的 PxMet-1 和 PxMet-2 全 长 序列 ， 
设计 带 有 EcoR I 和 Sac I 酶 切 位 点 的 PxMet-1 特异 
性 引物 和 带 有 Xho I 和 Hind HI 酶 切 位 点 的 PxMet-2 
村 异性 引物 ( 表 1) ,并 在 下 游 引物 末端 加 上 His 标 
签 。 利 用 Met-1-EcoRI F/Met-1-SacI R 和 Met-2-Xho 
I F/Met-2-Hind III R 引物 ( 表 1) ,以 pJET1. 2-PxMet- 
1 和 pJETI. 2-PxMet-2 质粒 为 模板 进行 PCR 扩 增 ， 
反应 体系 和 程序 同 1.2 节 。 用 对 应 的 限制 性 内 切 酶 
酶 切 后 回收 ,连接 至 pGEX-KG 载体 ,把 上 述 的 连接 
产物 pGEX-KG-PxMet-1 和 pGEX-KG-PxMet-2. 分 别 
转化 到 大 肠 杆 菌 BL21( DE3) 表达 感受 态 细胞 中 , 进 
TTE TA PCR ,以 菌 液 为 模板 ,用 通用 引物 TI-F 和 T7- 
R( 表 1) HTA PCR 验证 。 取 含有 重组 质粒 的 保 
FERIU, EX 196 的 接种 量 接种 到 新 鲜 的 含有 50 kg/ 
mL Amp 的 LB 液体 培养 基 中 37% 过夜 活化 ; 取 活 化 
菌 液 按 1: 100 比例 加 入 到 1 000 mL 的 上 述 培养 基 
中 ,保持 37%C f OD =0.6 ~0.8 时 加 入 不 同 浓度 
的 IPTG 进行 诱导 表达 (PxMet-1: 0.3 mmol/L IPTG 
在 16% 下 诱导 16 h; PxMet-2: 0.1 mmol/L IPTG 在 
16C P SS 16 h)。 重 组 菌 体 经 超声 波 破碎 后 (新 
芝 超 声 破碎 仪 ,频率 200 Hz, 超 声 破碎 2 s, HBK A s, 
总 时 间 30 min), 4°C, 14 000 r/min, 30 min 离心 分 
别 收集 上 清和 沉淀 。10% SDS-PAGE 检测 融合 蛋白 。 
1.5 PxMet-1 和 PxMet-2 融合 蛋白 的 纯化 与 鉴定 

tE AKTA pure 25 蛋白 纯化 系统 ,并 选择 His 
和 GST 标签 进行 纯化 。pGEX-KG-PxMei-1 与 
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pGEX-KG-PxMet-2 纯化 分 别 使 用 His Trap" HP 
5 mL( GE Healthcare, 美国 ) 与 GST Trap™ HP 5 mL 
(GE Healthcare ,美国 ) 柱 子 纯化 。 分 别 使 用 咪唑 洲 
液 ( 浓 度 梯度 为 0, 20, 150 和 500 mmol/L ) 和 还 原 
型 谷 胱 甘 肽 溶液 (20 mmol/L) Ut i PxMet-l 与 
PxMet-2 融合 蛋白 。 洗 脱出 的 PxMet-1 与 PxMet2 融 
合 蛋 白 分 别 用 30 与 50 kD 的 超 滤 管 浓缩 脱盐 
( Millipore, 美国 ) 。 最 后 对 纯化 的 蛋白 进行 SDS- 
PAGE 检测 和 Western blot 验证 ,Western blot 验证 分 
别 使 用 His 和 GST 标签 蛋白 抗体 ,纯化 的 蛋白 用 
Solarbio 的 BCA 蛋白 浓度 测定 试剂 盒 测定 融合 蛋白 
1.6 PxMet-1 和 PxMet-2 与 保 幼 激素 的 结合 模式 
分 析 

把 PxMet-1 和 PxMet-2 序列 放 到 在 线 同 源 建 模 
网 站 预测 ,找到 相似 度 最 高 的 同 源 模板 PDB ,利用 
该 模板 到 薛 定 请 软件 中 进行 同 源 建 模 (Jacobson et 
al., 2004) ,在 ChemDraw 软件 中 画 出 JHI, JH II 和 
JH. II 3 种 保 幼 激素 的 结构 式 ,把 其 结构 式 小 分 子 文 
件 放 到 薛 定 请 软件 中 与 构建 的 蛋白 模型 进行 分 子 对 
接 (Lin et al., 2018) 。 参 考 已 报道 的 赤 拟 谷 次 Met 
E JH 结合 位 点 (Charles et al., 2011) ,利用 软件 预 
测 PxMet 的 分 子 对 接口 袋 。 








2 结果 
2.1 PxMet-1 和 PxMet-2 克隆 验证 
PCR 克隆 验证 结果 显示 ,克隆 获得 的 PxMet-1 














和 PxMet-2. 全 长 cDNA 序列 分 别 为 1575 和 2 100 bp 
(图 1) ,与 NBCI 数据 库 记 载 的 序列 长 度 一 致 。 比 
对 分 析 显 示 , PxMer-Y 测序 结果 与 原 序列 核 苷 酸 一 
致 性 为 10096, PxMet-2 ( GenBank 登录 号 : 
MT996234.) 测序 结果 与 原 序 列 存在 1 个 非 同 义 突 
变 , 突 变 位 点 为 第 41 位 氨基酸 ,由 甘氨酸 (Cly) 突变 
ANS SRI (Ala) (图 2), 1E B FF 9 — St lk DS 
99. 9% , 
2.2 PxMet-1 $1 PxMet-2 的 三 维 结构 

从 SWISS-MODEL 和 I-TASSER 预测 的 三 维 结 
构 ( 图 2) 可 以 看 出 两 种 方法 预测 出 的 蛋白 模型 结构 
都 相似 , 且 PxMet-1 与 PxMet-2 和 蛋白 都 包含 典型 的 螺 
旋 - 环 -螺旋 结构 ( helix-loop-helix ) 。 
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图 1 小 菜 蛾 PxMet-1 ( A) 4I PxMet-2 ( B) EDS] va [Z6 
Fig. 1 Cloning of PxMet-1 (A) and PxMet-2 (B) 
of Plutella xylostella 
M1 : DL2000 DNA Marker; 1: PxMet-1; M2: DL5000 DNA Marker; 
2: PxMet-2. 





和 D 
图 2 小 菜 蛾 Met 蛋白 三 级 结构 预测 


Fig. 2 3D structure prediction of the Met proteins of Plutella xylostella 
A: SWISS-MODEL 预测 的 PxMet-1 模型 SWISS-MODEL predicted PxMet-1 model; B; SWISS-MODEL 预测 的 PxMet-2 模型 SWISS-MODEL predicted 
PxMet-2 model; C; I-TASSER 预测 的 PxMet-1 模型 I-TASSER predicted PxMet-1. model; D; I-TASSER 预测 的 PxMet-2 模型 I-TASSER predicted 


PxMet-2 model. 
2.3 PxMet-1 和 PxMet-2 的 原核 表达 

菌 液 PCR 检测 结果 显示 , 构建 的 pGEX-KG- 
PxMet-1 和 pGEX-KG-PxMet-2. 重组 质粒 均 获 得 预期 

















大 小 的 条 带 , 阳 性 克隆 子 测序 结果 也 与 构建 的 重组 
载体 序列 一 致 (图 3) 。 
pGEX-KG-PxMet-1 表达 产物 成 熟 肽 部 分 的 核 背 
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酸 序列 含有 2 325 个 碱 基 , 编码 774 个 氨基 酸 , 记 作 
PxMet-1 融合 蛋白 ,预测 分 子 质量 为 89.2 kD; pGEX- 
KG-PxMet-2 表达 产物 成 熟 肽 部 分 的 核 苷 酸 序 列 含 
有 2 859 个 碱 基 , 编码 952 个 氨基 酸 , 记 作 PxMet-2 
融合 蛋白 ,预测 分 子 质量 为 106 kD; 两 个 融合 蛋白 
均 包括 GST 和 His 标签 蛋白 。 不 同 条 件 的 诱导 表 
达 , 结 果 显 示 ,PxMet-l 与 PxMet-2 融合 蛋白 分 别 在 
0.3 和 0.1 mmol/L IPTG 16C 诱导 16 h RAER 
Hj. SDS-PAGE 电泳 结果 显示 , pGEX-KG-PxMet-1 
与 对 照 (pGEX-KG ) 相 比 在 89. 2 kD 人 处 多 一 条 条 带 ， 
































M 1 2 3 4 5 6 7 


图 3 





且 与 PxMetl 融合 蛋白 大 小 一 致 ; 而 pGEX-KG- 
PxMet-2 与 对 照相 比 在 106 kD 处 多 一 条 条 带 , 且 与 
PxMet-2 融合 蛋白 大 小 一 致 ,表明 构建 的 原核 表达 
系统 可 以 实现 PxMet-1 与 PxMet-2 融合 蛋白 的 原核 
表达 (图 4: A). 

把 收集 的 苗 体 用 超声 波 破碎 后 分 别 取 上 清和 沉 
淀 进行 SDS-PAGE 表达 检测 ,结果 显示 ,上 清和 沉淀 
中 均 检测 到 对 应 大 小 的 PxMet-1 与 PxMet-2 融合 蛋 
白条 带 (图 4: B) ,说 明 两 种 蛋白 在 上 清和 沉淀 中 都 
有 表达 。 我 们 选择 上 清 中 的 蛋白 进行 纯化 分 析 。 
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组 质粒 pGEX-KG-PxMet-1 和 pCGEX-KG-PxMet-2 转化 大 肠 杆 菌 BL21 菌 液 PCR 








Fig. 3 PCR for the recombinant vectors pGEX-KG-PxMet-1 and pGEX-KG-PxMet-2 transforming into Escherichia coli BL21 cells 
M: DLI10000 DNA Marker; 1 - 8: pGEX-KG-PxMet-2; 9 -16: pGEX-KG-PxMet-1l. 


A M 1 2 3 4 
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图 4 
Fig. 4 


M 1 2 3 4 5 





小 菜 蛾 融合 蛋白 PxMet-1 和 PxMet2 的 诱导 表达 
Induced expression of the fusion proteins of PxMet-1 and PxMet-2 of Plutella xylostella 
A: pGEX-KG-PxMet-1 和 pGEX-KG-PxMet-2 诱导 表达 Induced expression of pGEX-KG-PxMet-1 and pGEX-KG-PxMet-2. M: 和 蛋白 分 子 量 标准 





Protein molecular weight marker; 1; 无 IPTG 诱导 pGEX-KG-PxMet-1 (对照) pGEX-KG-PxMet-1 without IPTG induction (control) ; 2; 0.3 mmol/L 
IPTG 诱导 pGEX-KG-PxMet-l 的 表达 产物 Expression product of pGEX-KG-PxMet-1 after induction with 0.3 mmol/L IPTG; 3; 无 IPTG 诱导 pGEX- 
KG-PxMet-2. ( X HR) pGEX-KG-PxMet-2. without IPTG induction ( control) ; 4: 0. 1 mmol/L IPTG 诱导 的 pGEX-KG-PxMet-2. 的 表达 产物 Expression 
product of pGEX-KG-PxMet-2. after induction with 0. 1 mmol/L IPTG. B; pGEX-KG-PxMet-1 和 pGEX-KG-PxMet-2 表达 产物 检测 Expression product 





detection of pGEX-KG-PxMet-1 and pGEX-KG-PxMet2. M; 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1: 


pGEX-KG 空 载 对 照 pGEX-KG 


blank control; 2: pGEX-KG-PxMet-1 表达 产物 上 清 Supernatant of the expression product of pGEX-KG-PxMet-1 ; 3: pGEX-KG-PxMet-2 表达 产物 上 清 
Supernatant of the expression product of pGEX-KG-PxMet-2; 4; pGEX-KG-PxMet-l 表达 产物 沉淀 Sediment of the expression product of pGEX-KG- 
PxMet-l; 5; pGEX-KG-PxMet-2. 表达 产物 沉淀 Sediment of the expression product of pGEX-KG-PxMet-2. 
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2.4 PxMet-1 和 PxMet-2 融合 蛋白 的 纯化 
PxMet-1 融合 蛋白 使 用 HisTrap" HP 5 mL 柱子 

进行 纯化 ,结果 表明 ,不 同 浓度 咪唑 都 能 把 PxMet-1 

融合 蛋白 洗 脱 下 来 ,其 中 在 150 mmol/L 咪唑 浓度 
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kD ^ 
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下 ,被 洗 脱 下 来 的 融合 蛋白 纯度 最 高 (图 5: A)。 
PxMet-2 融合 蛋白 使 用 GSTTrap™ HP 5 mL 柱子 进行 
亲 和 层 析 , 结 果 显 示 , 使 用 20 mmol/L 还 原型 谷 胶 甘 肽 
洗 脱 时 ,被 洗 脱 下 来 的 融合 蛋白 纯度 最 高 (图 5: B). 





图 5 小 菜 蛾 PxMet-1( A) 和 PxMet-2 (B) 融 合 蛋白 纯化 的 SDS-PAGE 检测 
Fig. 5 Purification of the fusion proteins of PxMet-1 ( A) and PxMet-2 (B) of Plutella xylostella detected by SDS-PAGE 
M: 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1: 表达 产物 沉淀 Sediment of the expression product; 2: 表达 产物 上 清 Suspension of the 
expression product; 3 -6: 分 别 为 0, 20, 150 441 500 mmol/L 咪唑 洗 脱 液 Eluent with 0, 20, 150, and 500 mmol/L imidazole, respectively; 7; 表达 
产物 上 清 Suspension of the expression product; 8: 表达 产物 沉淀 Sediment of the expression product; 9 - 12 : 杂 和 蛋白 Impure protein; 13: 还 原型 谷 











胱 甘 肽 洗 脱 液 Eluent with reduced glutathione. 


2.5 PxMet-1 和 PxMet-2 融合 蛋白 的 鉴定 

纯化 的 融合 蛋白 进行 SDS-PAGE 检测 和 
Western blot 验证 。SDS-PAGE 结果 显示 ,PxMet-l 和 
PxMet-2 分 别 纯 化 获得 单一 的 目的 蛋白 条 带 , 条 带 
大 小 与 预期 的 结果 相符 (图 6: A, B);Western blot 
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结果 显示 PxMet-1 和 PxMet-2 融合 蛋白 分 别 在 89. 2 
与 106 kD 位 置 获得 条 带 (图 6: C, D) ,表明 纯化 获 
得 的 蛋白 为 PxMet-1 和 PxMet-2 的 融合 蛋白 。 用 
BCA 和 蛋白 浓度 测定 试剂 盒 测定 蛋白 浓度 ,纯化 的 蛋 
白 浓 度 都 大 于 1 mg/mL, 


C 





kD 
PxMet-2 — 106 
PxMet-1 — 89.2 
D _ kD 


PxMet-2 EM — 106 
PxMet-1 — 89.2 





图 6 小 菜 蛾 PxMet-1 和 PxMet-2 融合 蛋白 SDS-PAGE (A, B) 和 Western blot (C, D) 验证 
Fig. 6 Verification of the fusion proteins of PxMet-1 and PxMet-2 of Plutella xylostella 
by SDS-PAGE (A, B) and Western blot (C, D) 
A; PxMet-1 融合 蛋白 浓缩 Concentration of the PxMet-1 fusion protein; M: 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1; PxMet-l 融合 蛋白 
PxMet-1 fusion protein; B; PxMet-2 融合 蛋白 浓缩 Concentration of the PxMet-2 fusion protein; M: 和 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 
2; PxMet-2 融合 蛋白 PxMet-2 fusion protein; C: GST 抗体 验证 GST antibody verification; D; His 抗体 验证 His antibody verification. 
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2.6 PxMet-1 和 PxMet2 5 JH 的 结合 模式 

分 子 对 接口 袋 预测 结果 显示 , PxMet-l 与 
PxMet-2 的 分 子 对 接口 袋 分 别 为 : PxMet-1: 341Phe, 
307Thr, 309His, 350Val, 354Leu 和 333Val ; PxMet- 
2: 358Leu, 354Val, 311Thr, 313His, 392Thr, 
337 Val 和 345Phe , 

随后 我 们 选择 了 常见 的 JI JH ILI JH M 3 
种 分 子 与 PxMet-I 和 PxMet-2 分 别 进行 分 子 对 接 。 
对 接 分 数 反 映 了 小 分 子 和 靶 标 和 蛋白 结合 的 强 弱 。 结 
果 显 示 ,PxMet-l 和 PxMet-2 与 3 种 JH 分 子 都 存在 





结合 作用 ,其 中 PxMet-l 与 JH I 结合 作用 最 强 , 结 
合 分 数 为 - 10.746 ,而 PxMet-2 与 HI 结合 作用 最 
强 , 其 结合 分 数 为 -9.469。 分 子 对 接 分 析 结果 还 显 
示 ,为 PxMet-1 和 PxMet-2 与 JH 存在 相互 作用 位 点 
(如 图 7 和 8 中 紫色 箭头 所 示 ) ,所 有 位 点 均 在 对 接 
口袋 内 , 且 位 于 PAS-B 保守 结构 域 ,与 已 报道 的 赤 
WAK Met 与 JH 结合 位 点 (Charles et al., 2011) 相 
[E] ,推测 PxMet 蛋白 同样 也 是 小 全 蛾 JH 分 子 的 作用 


受 体 。 




















Q futu Charged (negative) 
— fit H-bond 


Q 正 电 荷 Charged (positive) 
一 金属 配 位 Metal coordination 


甘氨酸 Glycine (ifi K lE Hydrophobic 
) 极 性 Polar 


图 7 分 子 对 接 分 析 小 菜 蛾 PxMet-1 5j JH 的 结合 模式 
Fig. 7 JH-binding mode of PxMet-1 of Plutella xylostella analyzed by molecular docking 
A; PxMet-1-JH I; B; PxMet-1-JH II; C; PxMet-1-JH M. 图 中 箭头 代表 PxMet-1 与 JH 分 子 间 的 氧 键 相 互 作 用 The arrows represent hydrogen bond 


interactions between PxMet-1 and JH molecules. 








Q í E fij Charged (negative) @ 正 电 荷 Charged (positive) 





一 Afi H-bond 


一 金属 配 位 Metal coordination 


甘氨酸 Glycine @ 琉 水 性 Hydrophobic 
D 极 性 Polar 


图 8 分 子 对 接 分 析 小 菜 蛾 PxMet-2 与 JH 的 结合 模式 
Fig. 8 JH-binding mode of PxMet-2 of Plutella xylostella analyzed by molecular docking 





A; PxMet-2-JH I; B; PxMet-2-JH II; C; PxMet-2-JH III. 图 中 箭头 代表 PxMet2 与 JH 分 子 间 的 氧 键 相 互 作 


interactions between PxMet-2 and JH molecules. 























The arrows represent hydrogen bond 
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3 讨论 














本 研究 通过 克隆 验证 小 全 蛾 PxMet-1 和 PxMet- 
2 基因 ,与 NCBI 数据 库 记 载 的 序列 相 比 对 ( 彭 露 等 ， 
2019) , PxMet-l 与 原 记载 序列 的 核 苷 酸 序 列 一 致 性 
为 100% , PxMet-2 仪 在 第 41 位 氨基 酸 由 Gly 突变 为 
Ala, 与 原 记 载 序 列 的 核 背 酸 序列 一 致 性 高 达 
99. 9% ,说 明 我 们 获得 的 序列 信息 准确 ,可 用 于 后 续 
的 载体 构建 。 和 蛋白 结构 分 析 显 示 , PxMet-1 和 
PxMet-2 与 其 他 已 知 昆虫 Met 蛋白 一 致 ,都 具有 该 家 
族 的 保守 结构 域 (Konopova and Jindra, 2007; Li et 
al., 2011; Suetsugu et al., 2013; Lin et al., 2015) ， 
表明 小 菜 蛾 Met 基因 在 进化 过 程 较 为 保守 。 其 中 ， 
bHLH 结构 域 主要 是 真 核 生物 的 转录 因子 ,具有 与 
DNA 结合 的 作用 ,并 在 生物 的 一 系列 生理 过 程 中 发 
挥 着 决定 性 作用 ;PAS 蛋白 主要 参与 K' 通 道 信 号 传 
递 ,PAS 结构 域 是 一 个 信号 敏感 域 ,可 以 促进 PAS 
蛋白 之 间或 与 其 他 核 受 体 蛋 白 的 相互 作用 ,PAC 结 
构 域 则 与 PAS 结构 域 的 折 著 有 关 ( Ashok et al., 
1998; Miura et al., 2005; Jindra et al., 2013) ,由 此 
31i fi] vedi Met 基因 与 其 家 族 其 他 成 员 一 样 主 
要 在 转录 调节 中 发 挥 作 用 。 同 时 利用 SWISS- 
MODEL 与 I-TASSER 构建 蛋白 模型 ,结果 显示 ,这 
两 种 方法 构建 的 PxMet 蛋白 模型 结构 相似 ,都 包含 
典型 的 螺旋 - 环 -螺旋 结构 ,说 明 我 们 构建 的 蛋白 模 
型 可 信和 度 较 高 ,可 以 用 于 后 续 的 蛋白 结构 与 结合 特 
性 分 析 (Lin et al., 2018) 。 

本 研究 构建 了 PxMet-I 和 PxMet-2 蛋白 的 原核 
表达 载体 pGEX-KG-PxMet-1 和 pGEX-KG-PxMet-2 ， 
并 转 至 大 肠 杆 戎 BL21( DE3) 感受 态 细胞 表达 菌株 ， 
PxMet-1 与 PxMet-2 分 别 通过 0. 3 与 0.1 mmol/L 
IPTG 诱导 表达 。SDS-PAGE 电泳 结果 显示 ,pGEX- 
KG-PxMet-l 和 pGEX-KG-PxMet-2 分 别 在 89. 2 与 
106 kD 处 产生 特异 性 条 带 , 且 符合 推测 大 小 ,表明 
PxMet-1 与 PxMet-2 融合 蛋白 已 被 成 功 表达 , 且 在 上 
清和 沉淀 中 都 有 表达 。 最 后 分 别 利 用 HisTrap™ HP 
与 GSTTrap"" HP 柱 亲 和 层 析 纯化 获得 高 纯度 
PxMet-1 与 PxMet-2 融合 蛋白 ,为 进一步 的 互 作 和 蛋白 
筛选 与 功能 研究 芮 定 了 基础 。 

在 PxMet 与 JH 的 结合 模式 分 析 过 程 中 ,我 们 选 
PE We UL JH I, JH I PI JH. 王 进行 分 子 对 接 分 
析 。 我 们 发 现 , Met 蛋白 通过 PAS-B 结构 域 形 成 具 
有 较 高 亲和力 的 口袋 型 来 结合 JH, x 55 Hof A EE 
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结果 (Miura et al., 2005 ; Charles et al., 2011; Jindra 
et al., 2013) 较 一 致 , 也 与 PAS 结构 域 可 以 促进 PAS 
蛋白 之 间或 与 其 他 核 受 体 和 蛋白 的 相互 作用 结论 一 
致 ,由 此 我 们 推测 , PxMet-1 与 PxMet-2 蛋白 同样 也 
是 小 菜 蛾 JH 分 子 的 作用 受 体 。 前 期 研究 证 实 ， 
PxMet-1 与 PxMet-2. 具有 龄 期 表达 偏好 性 , PxMet-1 
与 PxMet-2 Yl CE 8 39] E; RR BEHREDGE ES S (SR 
等 , 2019) , Jindra 45 (2013) 26 B], JH. I il JH I Æ 
鳞 翅 目 特 有 的 ,幼虫 咽 侧 体 只 分 泌 这 两 种 化 合 物 ,而 
成 年 肉 性 咽 侧 体 除了 产生 JH I A JH I AREE JH 
亚 。 我 们 的 研究 发 现 ,PxMetl 与 JH 工 结合 作用 最 
强 ,PxMet-2 与 JH 亚 结合 作用 最 强 ,说 明 PxMet-1 与 
PxMet-2 作用 的 时 期 ,以 及 分 子 机 制 并 不 相同 。 

本 研究 进一步 克隆 验证 了 小 菜 蛾 Met 基 
PxMet-1 和 PxMet-2 的 全 长 序列 ,解析 了 PxMet-1 和 
PxMet-2 的 三 维 结构 ,并 完成 了 PxMet-1 和 PxMet-2 
的 原核 表达 与 纯化 ,最 后 分 析 了 PxMet-1 和 PxMet-2 
5 JH 的 结合 模式 ,为 阐明 JH 调控 小 菜 蛾 发 育 与 生 
殖 过 程 的 分 子 信号 途径 提供 了 初步 的 依据 。PxMet- 
1 与 PxMet-2 的 互 作 和 蛋白 筛选 ,以 及 它们 介 导 的 分 
子 调控 机 制 仍 有 待 我 们 进一步 研究 。 
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